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1  UVOD  
Kontaminacija zemlje je definirana kot prisotnost ksenobiotičnih spojin v okolju v količinah, 
ki zmotijo njegovo normalno delovanje ali pa povzročajo nesprejemljivo tveganje za ljudi ali 
druge organizme, ki so v to okolje vpleteni. Zemlja velja za onesnaţeno šele, ko so 
koncentracije kontaminantov nad vrednostmi, ki so jih postavili regulatorni organi (Scullion, 
2006). Te vrednosti se v posameznih drţavah lahko močno razlikujejo.  
 
Kontaminacija se pojavi zaradi nepravilne uporabe kmetijskih kemikalij, kot so 
fitofarmacevtska sredstva in gnojila, razlitja tekočin (npr. nafta), izcedne vode iz odlagališč in 
naprav za obdelavo odpadkov v okolici (Rao in sod., 2010; Stolte in sod., 2015). 
Kontaminanti v zemlji lahko predstavljajo zdravstveno tveganje ljudem, ţivalim ali rastlinam 
na več načinov. Lahko se akumulirajo v telesu v določenem časovnem obdobju ter motijo 
marsikateri proces ţivljenjskega pomena. Visoke koncentracije onesnaţil lahko povzročijo 
raka ali prirojene napake pri potomcih. Pri rastlinah se običajno zmanjša tako količina kot 
kvaliteta pridelka, če so te posajene v kontaminirani zemlji (Rao in sod., 2010). 
 
O škodljivem vplivu onesnaţil na okolje in ljudi pričajo tudi številne okoljske nesreče v 
Sloveniji in svetu. V Sloveniji je med razvpitimi predvsem onesnaţenje reke Krupe v Beli 
Krajini s PCB iz semiške tovarne kondenzatorjev Iskra. Prav tako onesnaţenje okolja 
povzroča kurjenje odsluţenih ţelezniških pragov, ki so bili impregnirani s kreozotnim oljem. 
Med zadnjimi pa je treba omeniti tudi letošnjo nesrečo podjetja Kemis na Vrhniki, kjer je 
zgorela večja količina tako nevarnih kot nenevarnih odpadkov, posledice pa še niso povsem 
znane (NIJZ je objavil rezultate analiz, v katerih so ugotovili preseganje mejnih vrednosti za 
kadmij, nikelj, arzen, DDT/DDD/DDE in PAH) (Priporočila ..., 2017). Med večje svetovne 
katastrofe pa spadajo nesreča tankerja Exxon Valdez blizu Aljaske, izlitje nafte v Mehiški 
zaliv, izpust metil izocianata v Bhopalu, Indija, onesnaţenje Love Canala v ZDA in razlitje 
surove nafte Amoco Cadiz blizu Bretanje v Franciji (Beck, 1979; Black, 2010; Ţist, 2011). 
 
Mikoremediacija je uporaba gliv pri razgradnji oziroma odstranitvi toksinov iz okolja, ki 
izkorišča sposobnost gliv, da razgradijo dolge verige različnih toksinov v krajše, bolj 
enostavne in manj toksične komponente. Ta tehnika vključuje vmešanje micelija v 
onesnaţeno zemljo, postavitev plasti micelija preko toksičnih mest ali kombinacijo teh tehnik 
(Stamets, 2005).  
 
Sama razgradnja je moţna, saj nekatere glive izločajo encime, ki razgrajujejo primarne 
strukturne komponente lesa, kot sta lignin in celuloza. Ta strukturna elementa lesa sta 
podobna celi vrsti ksenobiotikov, ki so zašli v okolje. Na podlagi sposobnosti za razkroj 
strukturnih elementov lesa, glive delimo v dve skupini: glive rjave trohnobe in glive bele 
trohnobe. Slednje so med njimi pomembnejše, saj so zmoţne razgraditi lignin. Nadalje jih 
delimo še v dve podskupini: simultane delignifikatorke, ki razgrajujejo tako lignin kot 
celulozo, ter selektivne delignifikatorke, ki razgrajujejo skoraj samo lignin. Encimi, ki jih 
omenjene glive izločajo, so zaradi edinstvenih lastnosti vsake molekule lignina zelo 
nespecifični, kar pomeni, da lahko poleg lignina razgradijo tudi široko paleto različnih 
onesnaţil in toksinov, ki imajo takšne kemijske vezi, kot so tiste v ligninu oziroma lesu 
(Dashtban in sod., 2010).  
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Prve raziskave o razgradnji onesnaţil z glivami bele trohnobe, ki so biotehnološko 
pomembnejše od gliv rjave trohnobe, so opravili na glivi Phanerochaete chrysosporium, ki je 
postala tudi modelni organizem za študije o razgradnji lignina (Bumpus in sod., 1985). Od 
takrat so se kot uporabne v namenih mikoremediacije pokazale med drugimi tudi glive iz 
rodov: Pleurotus, Bjerkandera, Coriolopsis, Phlebia, Trametes, Ganoderma in Grifola. 
(Baldrian, 2008; Kües, 2015; Rodrıguez in sod., 2004). 
2  GLIVNI ENCIMI 
2.1 LAKAZE 
Lakaze so zunajcelični glikoproteini, ki jih uvrščamo med polifenolne oksidazne encime. 
Katalizirajo oksidacijo (običajno fenolnega) substrata ob hkratni redukciji molekularnega 
kisika v vodo. Vsebujejo 4 bakrove ione, vezane na tri redoks mesta – T1, T2 in T3. Mesto 
T1, kjer je vezan en bakrov ion, je odgovorno za oksidacijo substrata, ostali trije bakrovi ioni 
na mestu T2 in T3 pa tvorijo trinuklearno skupino, kamor se veţe molekularni kisik. Na tem 
mestu poteka redukcija molekularnega kisika v vodo, ki se nato sprosti z aktivnega mesta 
(Thurston, 1994).  
 
Oksidacija substrata z lakazo poteka kot enoelektronska oksidacija, pri kateri se substrat 
pretvori v kationski prosti radikal. Ob tem se bakrovi ioni reducirajo, z redukcijo kisika v 
vodo pa se encim vrne v izhodiščno stanje. Odvzeti elektron se prenese s substrata na baker in 
z bakra na kisik. Oksidirati se morajo štiri molekule substrata, iz ene molekule kisika pa tako 
nastaneta dve molekuli vode. Redukcija kisika se dogaja na mestu T2/T3 (vezavno mesto za 
kisik), odvzeti elektron substrata pa tja pride preko ohranjenega zaporedja (His-Cys-His), ki 
povezuje baker na mestu T1 z bakri skupine (Alcalde, 2007; Baldrian, 2006; Riva, 2006; 
Thurston, 1994; Vaukner in sod., 2011). Kationski prosti radikal nato z lahkoto polimerizira 
in tvori dimere, oligomere ali polimere ali pa cepi vezi v organskih substratih (Alcalde, 2007; 
Giardina in sod., 2010; Vaukner in sod., 2011).  
 
Glavna funkcija bazidiomicetnih lakaz je depolimerizacija lignina, za samo razgradnjo pa je 
potrebno sinergistično delovanje različnih glivnih encimov, kot sta še npr. lignin peroksidaza 
in mangan peroksidaza (Alcalde, 2007). Ker pa je njihovo delovanje relativno nespecifično, 
jih lahko uporabimo tudi za oksidacijo substratov, ki so splošno podobni (tipični substrati so 
sicer fenoli) (Rhodes, 2014). Pogosto pa substrata ni mogoče direktno oksidirati z lakazo, ker 
je prevelika, da bi lahko dostopala do substrata (Alcalde, 2007; Thurston, 1994). V takih 
primerih uporabljamo mediatorje (npr. ABTS oz. 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6 
sulfonska kislina), ki sluţijo kot vmesni substrat za lakaze. Lakaza reagira z mediatorjem, 
oksidirani radikali mediatorja pa s substratom. Molekule mediatorja delujejo neodvisno od 
encima (Vaukner in sod., 2011).  
 
Pogoji, pod katerimi raste kultura, ter sestava gojišča igrajo pomembno vlogo pri ekspresiji. 
Na produkcijo lakaz vplivajo parametri, kot so čas kultivacije, ali gre za emerzno ali 
submerzno kulturo, koncentracija organskih in anorganskih spojin, koncentracija induktorja 
(Palmieri in sod., 2000), aeracija (Dekker in Barbosa, 2001) in razgradnja oz. aktivacija 
proteaz (Palmieri in sod., 2001). Sinteza lakaz poteka večinoma v sekundarnem metabolizmu 
gliv belih trohnob, ki lahko rastejo tako na »naravnih« substratih kot v submerzni kulturi 
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(Shraddha in sod., 2011). Vpliv mešanja, pH, temperature, vira ogljika in dušika ter 
mikroelementov pa se med različnimi vrstami gliv bele trohnobe lahko precej razlikuje 
(Viswanath in sod., 2014).  
 
Produkcija lakaz je tako tesno povezana s pogoji kultivacije (Heinzkill in sod., 1998; Praveen 
in sod., 2011). Gojišče, ki omogoča produkcijo velike količine biomase pa ne pomeni nujno 
tudi visokih donosov lakaz (Xavier in sod., 2001). Pomemben vpliv ima predvsem 
koncentracija oz. vir dušika in ogljika. Gliva Phanerochaete chrysosporium ne proizvaja 
lakaz ne v mediju z visoko niti v mediju z nizko koncentracijo dušika, če je vir ogljika 
glukoza. Če je vir ogljika celuloza pa produkcija lakaz poteka v obeh medijih (Srinivasan in 
sod., 1995). Gliva Ganoderma lucidum višje količine lakaz proizvede v mediju z visoko 
koncentracijo dušika in glukozo kot virom ogljika (D’souza in sod., 1999). Ligninolitični 
encimski sistem gliv bele trohnobe se večinoma aktivira v sekundarnem metabolizmu, 
pogosto pa ga sproţi koncentracija dušika ali pa pomanjkanje ogljika ali ţvepla (Buswell in 
sod., 1995; Heinzkill in sod., 1998). Prav tako povečanje oz. indukcijo aktivnosti lakaz sproţi 
dodatek različnih ksenobiotikov, kot so npr. ksilidin, lignin ali veratril alkohol (Xavier in sod., 
2001).  
 
O vplivu pH na produkcijo lakaz ni znano veliko, a je produkcija lakaz večja, če je vrednost 
pH nekoliko niţja. Optimum pH za produkcijo lakaz se tako pri veliko vrstah nahaja med 5 0 
in 6 0 (Minussi in sod., 2007; Papinutti in sod., 2003; Thiruchelvam in Ramsay, 2007; 
Thurston, 1994).  
 
Optimalna temperatura za produkcijo lakaz je med 25 °C in 30 °C, vrednost pa je odvisna od 
prisotnosti svetlobe. Ob prisotnosti svetlobe je proizvodnja lakaz najvišja pri 25 °C, če pa 
kultivacija poteka v temi, optimalna produkcija lakaz teče pri 30 °C (Minussi in sod., 2007; 
Thurston, 1994). Pri temperaturah višjih od 30 °C se zmanjša aktivnost lakaz (Zadrazil in 
sod., 1999), sam temperaturni razpon pa se lahko od vrste do vrste precej razlikuje – našli so 
tudi izolat Steccherinum ochraceum 1833, ki proizvaja tri termostabilne izooblike lakaz, ki 
imajo temperaturni optimum med 75 in 80 °C (Chernykh in sod., 2008; Hildén in sod., 2009)  
Vir ogljika lahko predstavljajo glukoza, fruktoza, galaktoza, ksiloza, laktoza, saharoza, 
manitol, pektin itd. (D’Souza-Ticlo in sod., 2006). Trametes versicolor trikrat poveča 
produkcijo lakaz, če je v gojišču namesto fruktoze prisotna glukoza, nadaljnje pa produkcijo 
za 12 % poveča še dodatek škroba (Revankar in Lele, 2006). Pri rekombinantni lakazi iz 
Ganoderme lucidum, izraţeni v kvasovki Pichii pastoris, pa encimatsko aktivnost za pribliţno 
15 % poveča vir ogljika v obliki manitola (Sun in sod., 2012).  
 
Pogosto je sproţilec sinteze lakaz pomanjkanje dušika (Leatham in Kirk, 1983), pri nekaterih 
vrstah pa koncentracija dušika nima vpliva na aktivnost lakaz (Janusz in sod., 2006) – npr. 
Lentinula edodes proizvaja lakaze tudi pri visokih koncentracijah dušika (Buswell in sod., 
1995), čeprav je splošno sprejeto, da je za produkcijo potrebno visoko razmerje med ogljikom 
in dušikom (Leatham in Kirk, 1983; Lo in sod., 2001). Najvišji donosi so pri uporabi peptona, 
kvasnega ekstrakta ali glutaminske kisline v nizkih koncentracijah (Leatham in Kirk, 1983; 
Revankar in Lele, 2006; Strong, 2011).  
 
Aromatske spojine, ki so strukturno sorodne ligninu, kot so ksilidin, ferulinska kislina in 
3,4-dimetoksibenzojska kislina, se pogosto dodajajo v glivne kulture za povečanje produkcije 
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lakaz (Yaver in sod., 1996). Nekatere spojine vplivajo na metabolizem ali stopnjo rasti, druge 
(npr. etanol) pa produkcijo lakaz sproţijo posredno (Dhawan in Kuhad, 2002). Veratril 
(3,4-dimetoksibenzil) alkohol igra pomembno vlogo v sintezi in razgradnji lignina. Dodatek 
tega v gojišče se namreč kaţe v zvečanju produkcije lakaz (Froehner in Eriksson, 1974). 
Transkripcija lakaz se poveča tudi v vrstah Trametes villosa in Trametes versicolor ob 
dodatku ksilidina (Collins in Dobson, 1997; Saraiva in sod., 2012; Yaver in sod., 1996).  
 
Baker ima stimulativen efekt na sintezo lakaz za veliko gliv, med njimi Neurospora crassa, 
Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes trogii, 
Lentinula edodes in Grifola frondosa, zato je dodatek bakrovih ionov enostavna metoda za 
izboljšanje produkcije tega encima (Arora in Rampal, 2002; Cavallazzi in sod., 2005; Dittmer 
in sod., 1997; Huber in Lerch, 1987; Levin in sod., 2002; Palmieri in sod., 2000). Z western 
prenosom sta Huber in Lerch (1987) dokazala, da je sinteza lakaz povezana s prisotnostjo 
bakrovih ionov v mediju (Trametes pubescens, 2 0 mM CuSO4), poleg tega pa so za visok 
donos pomembni tudi parametri dovajanja bakrovih ionov in koncentracija bakrovih ionov. 
Visoke koncentracije bakra (500 mM) so sicer inhibirale rast in zniţale aktivnost mangan 
peroksidaz, na izločanje lakaz pa niso imele bistvenega vpliva (Levin in sod., 2002).  
2.2 PEROKSIDAZE 
Peroksidaze so skupina oksidoreduktaz, ki v svoji strukturi vsebujejo hem. Katalizirajo 
redukcijo peroksida (npr. vodikovega peroksida, H2O2) in oksidacijo različnih organskih in 
anorganskih substratov. Najpomembnejši v skupini peroksidaz razreda II sta lignin 
peroksidaza in od mangana odvisna peroksidaza oz. mangan peroksidaza, ki se v glivah z 
ligninolitično aktivnostjo pogosto sintetizirata simultano (Ikehata in sod., 2004). Značilne 
reakcije vključujejo ne-stereospecifične cepitve vezi med Cα in Cβ atomi ter β-O-4 reze v 
dimernih modelih lignina, odprtje aromatskega obroča, oksidacijo benzil alkoholov (lignin 
peroksidaze lahko v nasprotju z mangan peroksidazami oksidirajo veratril alkohol, ki je 
sekundarni metabolit gliv) v ustrezne aldehide oz. ketone in hidroksilacijo benzilnih 
metilenskih skupin (Ikehata in sod., 2004; Tien in Kirk, 1984; Umezawa in Higuchi, 1989).  
2.2.1 Od mangana odvisne peroksidaze  
Mangan peroksidaza za svojo aktivnost potrebuje vodikov peroksid (H2O2) in divalentne 
manganove katione (Mn
2+
). Encim katalizira oksidacijo Mn
2+
 v Mn
3+
, hkrati pa se spojina I 
reducira v spojino II, kar pravzaprav omogoča nastanek Mn3+, posledično pa se oksidira še 
organski substrat, ki je lahko lignin ali ligninu podobna organska spojina (Cohen in sod., 
2002).  
 
H2O2 se veţe na ţelezo oksidazo (ang. ferric enzyme), to pa vodi v tvorbo ţelezo-peroksid 
kompleksa, ki po cepitvi tvori spojino I. Spojina I se nato reducira v spojino II ob hkratni 
oksidaciji Mn
2+
 (donor elektrona) v Mn
3+
 (Hofrichter, 2002). H2O2 sluţi kot primarni 
oksidant, ki substratu odvzame dva elektrona in ob redukciji sprosti dve molekuli vode 
(Lundell in sod., 2010). Mn
3+
 se stabilizira z organskimi kislinami, kot sta oksalna in 
malonska kislina, ta keliran Mn
3+
 pa nespecifično napade mnoge organske spojine z 
odstranitvijo elektronov (Hofrichter, 2002). Aktivnost lahko povečamo z dodatkom 
mediatorskih spojin, kot so glutation ali nenasičene maščobne kisline, ki pomagajo pri tvorbi 
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prostih radikalov, ki nato napadejo druge spojine, ki jih sam encim ne bi mogel (Hofrichter, 
2002; Tuomela in Hatakka, 2011).  
 
V nekaterih kulturah gliv bele trohnobe, kot so Pleurotus ostreatus (Sarkar in sod., 1997), 
Bjerkandera sp. (Mester in Field, 1998) in Pleurotus eryngii (Ruiz‐Dueñas in sod., 1999) pa 
so odkrili tudi od mangana neodvisne peroksidaze – ti encimi oksidirajo različne fenolne 
spojine in aromatske amine, med njimi tudi ABTS, v odsotnosti manganovih kationov. Wang 
in sodelavci (2002) so tako predlagali, da imajo ti encimi veliko potencialnih aplikacij pri 
razgradnji ksenobiotikov, kot so poliaromatski ogljikovodiki oz. PAH. 
 
S testi, ki temeljijo na sproščanju označenega 14CO2, so Keyser in sod. dokazali, da se 
ligninolitični encimski sistem P. chrysosporium aktivira ob pomanjkanju dušika. Prav tako 
ima isti učinek pomanjkanje vira ogljika in ţvepla, sintezo lignin peroksidaze pa inducira tudi 
dodatek veratril alkohola (Jeffries in sod., 1981; Keyser in sod., 1978; Leisola in Fiechter, 
1985).  
 
Pomembno vlogo v regulaciji aktivnosti lignin peroksidaze in mangan peroksidaze igrajo tudi 
Mn
2+
 ioni. Z raziskavo z uporabo glive P. chrysosporium so dokazali, da se lignin peroksidaza 
tvori v tekoči kulturi, ko je koncentracija Mn2+ nizka (pod 8 ppm), glede na to pa sklepajo, da 
bi višja koncentracija Mn2+ lahko vplivala na represijo lignin peroksidaze (koncentracija Mn2+ 
se med različnimi vrstami lesa razlikuje, večinoma pa se giblje med 20 in 200 ppm). Pri teh 
koncentracijah se sintetizira mangan peroksidaza, ki oksidira Mn
2+
 v Mn
3+, po določenem 
času pa se Mn izčrpa in takrat se lahko aktivira sinteza lignin peroksidaze, ki deluje 
neposredno na podstrukture lignina, ki so najverjetneje po delovanju mangan peroksidaze bolj 
dovzetne na delovanje lignin peroksidaze (Bonnarme in Jeffries, 1990).  
2.2.2 Lignin peroksidaze 
Lignin peroksidaza oksidira nefenolne ligninske podstrukture z odstranitvijo enega elektrona, 
običajno z aromatskega obroča lignina (Hatakka, 1994). S tem se ustvari kationski prosti 
radikal (Bonnarme in Jeffries, 1990), temu pa sledijo reakcije cepitve (Bonnarme in Jeffries, 
1990; Hammel in sod., 1985). Mehanizem je podoben mehanizmu mangan peroksidaz. 
Vodikov peroksid sluţi kot akceptor elektronov. Lignin peroksidaza oksidira substrat, ob tem 
pa se tvorijo radikali, ki so zmoţni oksidacije mnogih organskih spojin (Hofrichter in sod., 
2010). Zaradi visokega redoks potenciala lahko lignin peroksidaze oksidirajo tudi nefenolne 
strukture z odstranitvijo elektrona tako, da nastane aril kationski radikal (Pointing, 2001).  
 
Za močno oksidacijsko sposobnost lignin peroksidaz je odgovorno ţelezo v porfirinskem 
obroču, ki ima večje oksidacijsko stanje kot klasične peroksidaze (Millis in sod., 1989). Prav 
tako je na izpostavljeni regiji na površini encima prisoten triptofanski ostanek (trp171), ki 
sodeluje pri prenosu elektronov iz aromatskega substrata, ki ne morejo priti v neposreden stik 
z oksidiranim hemom (Doyle in sod., 1998). Zaradi tega lahko lignin peroksidaza neposredno 
oksidira ligninu podobne substrate – če z mestno specifično mutagenezo zamenjajo 
triptofanski ostanek za serinskega, lignin peroksidaza izgubi svojo aktivnost (Doyle in sod., 
1998; Millis in sod., 1989). Vendar pa se s povečevanjem velikosti substrata manjša 
učinkovitost oksidacije – ta še zmeraj poteka, a je nujna prisotnost veratril alkohola (Hammel 
in sod., 1993), morda zato ker kationski radikal veratril alkohola lahko deluje kot mediator 
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(Gilardi in sod., 1990). Druga razlaga za nujno prisotnost veratril alkohola pa se osredotoča 
na to, da veratril alkohol preprečuje encimu, da bi ostal oksidiran za daljši čas, medtem ko 
katalizira relativno počasno cepitev obseţnih struktur lignina (Cai in Tien, 1992; Hammel in 
Cullen, 2008).  
3  MIKOREMEDIACIJA 
Eden večjih okoljskih problemov, s katerim se soočamo danes, je onesnaţenje zemlje, vode in 
zraka s toksičnimi kemikalijami. V zemlji so problematični predvsem obstojni organski 
polutanti (ang. persitant organic pollutants oz. POPs). Med njimi so policiklični aromatski 
ogljikovodiki (PAH, ang. polycyclic aromatic hydrocarbons), pentaklorofenoli (PCP), 
poliklorirani bifenili (PCB), dikloro-difenil-trikloroetan (DDT), benzen, toluen, etilbenzen, 
ksilen, naftni proizvodi, polietilen in trinitrotoluen (TNT), ki so v okolju zelo obstojni in 
imajo karcinogene in/ali mutagene učinke (Viswanath in sod., 2014). Sposobnost gliv za 
pretvorbo nevarnih kemikalij pa je sproţila veliko zanimanja in raziskav za uporabo gliv v 
bioremediaciji (Bollag in sod., 2003).  
 
Mikoremediacija je uporaba gliv pri razgradnji oziroma odstranitvi toksinov iz okolja, ki 
izkorišča sposobnost gliv, da razgradijo dolge verige različnih toksinov v krajše, bolj 
enostavne in manj toksične komponente, npr. v ogljikov dioksid, vodo, metan, anorganske 
snovi, biomaso ali ostale produkte, ki so manj kompleksni in škodljivi (Alperin in sod. 1997; 
Stametes, 2005). Kot ţe opisano zgoraj, ta sposobnost temelji na nespecifičnosti in velikem 
oksidativnem potencialu glivnih encimov, ki olajšajo razgradnjo organskega materiala, ki je v 
naravi najbolj odporen na razgradnjo – lignin, celuloza in hemiceloluza. Odpornost na 
razgradnjo izhaja iz same biosinteze: lignin namreč nastaja z naključnim premreţenjem in 
ustvarja hidrofobno okolje, saj tako ščiti celično steno pred vodo in razgradnjo. (Kües, 2015). 
Glivne encime lahko uporabimo v bioreaktorju (mikoremediacija ex situ), kar zajema izkop 
onesnaţene zemlje in transport do bioreaktorskega sistema, ali pa pri bioaugmentaciji oz. 
biostimulaciji (mikoremediacija in situ), torej čiščenju onesnaţene zemlje, ne da bi jo prej 
odstranili (Sims in sod., 1990). Bioaugmentacija pomeni dodatek kulture v onesnaţeno zemljo 
za pospeševanje razgradnje kontaminanta, biostimulacija pa modifikacijo okolja za 
stimulacijo organizmov, ki so sposobni bioremediacije, torej dodatek nutrientov za izboljšanje 
aktivnosti avtohtonih organizmov (Scullion, 2006). Prav tako lahko encime uporabimo za 
zmanjšanje onesnaţenja odpadnih vod ali trdnih materialov, preden so sproščeni v okolje ali 
pa zgolj kot biosenzorje oz. bioindikatorje za spremljanje onesnaţenja v okolju (Kües, 2015; 
Scullion, 2006).  
 
Najbolj privlačna metoda za remediacijo zemlje, kjer so prisotni POPs, je razgradnja na mestu 
(mikoremediacija in situ). Takšna metoda je predvsem bolj ugodna, saj ni dodatnih stroškov z 
odstranitvijo, transportom in skladiščenjem onesnaţene zemlje. Sama metoda je preprosta: 
zemljo se prekrije s plastjo slame ali lesnih sekancev, kjer se je predhodno razrastel micelij. 
Tako se ustvari membrana encimov, ki nato pronicajo skozi zemljo na toksine v zgornjem 
sloju tal. Običajno je treba večkrat dodati mešanico substrata in micelija, da se nivo toksinov 
zniţa na sprejemljivo raven (Stametes, 2005).  
 
Za izbiro organizma, ki ga uporabimo pri mikoremediaciji, je najprej treba pregledati teren, ki 
ga ţelimo očistiti, kjer poiščemo vrste, ki so tam ţe naravno prisotne. Če je habitat mikološko 
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nevtralen (torej ni prisotne nobene vrste gliv), potem kriterij izbire temelji na primernosti 
razgradnje prisotnega onesnaţila (pregled vrst gliv proti določenim kemijskim onesnaţilom je 
predstavljen na sliki 2), pri tem pa upoštevamo tudi pogoje v okolju (npr. vzorec padavin, 
prisotnost okoliških kmetij, struktura zemlje, prisotnost hranil, vlaga, aeracija, klimatski 
pogoji, pH in prisotnost mikroorganizmov) (Baldrian, 2008; Baldrian, 2014; Kües, 2015). 
Prav tako je pomembno, da je izbrana gliva enostavna za delo in da ji v okolju lahko 
zagotovimo primerne pogoje rasti. Pomembno je tudi, da je gliva na onesnaţilo odporna – če 
izberemo glivo, ki je v tem okolju ţe prisotna, potem je na prisoten toksin ţe tolerantna. Če 
avtohtone glive v tem okolju ni, potem v okolje uvedemo novo, primerno vrsto, ki jo 
izberemo na podlagi presejalnih testov (Kües, 2015; Stamets, 2005). 
 
Izbran organizem mora biti sposoben onesnaţilo razgraditi (Baldrian, 2008), prav tako mora 
biti v okolju kompetitiven (tako za prostor kot za vire) ter aktiven v proizvodnji ţelenih 
encimov (Borràs in sod., 2011; Winquist in sod., 2014). Glive bele trohnobe, ki so pri 
razgradnji onesnaţil najbolj uspešne, so tako v okolju lahko nekoliko manj uspešne, če so 
prisotne tudi druge vrste, saj so prilagojene na posebne pogoje in hranila, ki jim jih nudi les. 
Tako so lahko odporne na manjše število mikrobnih zdruţb, običajno le na tiste, s katerimi 
naseljujejo les. Iz tega razloga je potreben dodatek ţe prej namnoţene biomase in hranil. 
Treba pa je paziti, da kakšno izmed dodanih hranil (ki sicer spodbujajo rast) ne bi zaviralo 
produkcije encimov (Covino in sod., 2015; Kamolmanit in sod., 2013; Steffen in sod., 2007).  
Z biostimulacijo oz. dodatkom primernih hranil pospešimo oz. spodbudimo rast in produkcijo 
encimov avtohtonih organizmov (Teng in sod., 2010). Prednost biostimulacije je, da so v 
zemlji morda ţe prisotni neznani ali nepričakovani organizmi, ki bi lahko s sinergističnim 
delovanjem prisotna onesnaţila razgradili, saj razgradnja onesnaţil ni omejena zgolj na glive, 
ki naseljujejo les. Med drugim so odkrili ko-metabolizem razgradnje mono-fluorofenolov ob 
prisotnosti glukoze z ektomikorizno glivo Pisolithus tinctorius (Franco in sod., 2014).  
 
O tem, kaj se zgodi s posameznim encimom, ko se izloči v zemljo, ni znano veliko. Prosta 
difuzija je manj verjetna. Bolj verjetno se veţejo na organski material oz. delce zemlje (Burns 
in sod., 2013; Valášková in Baldrian, 2006). Posledično lahko na encimsko aktivnost vpliva 
tako tip kot druge lastnosti zemlje, npr. prisotnost mineralov, vrednost pH, vsebnost vlage 
(Štursová in Baldrian, 2011).  
 
Ex situ remediacija vključuje izkop onesnaţene zemlje. Ločimo več tehnik, med njimi npr. 
landfarming tehniko (ustreznega slovenskega termina za to še nimamo), kompostiranje, 
biokupe in uporabo encimov v bioreaktorjih. Landfarming tehnika je v principu preprosta – 
po izkopu zemlje jo razporedijo na pripravljeno podlago, kjer jo periodično obdelujejo, dokler 
se onesnaţila ne razgradijo. Cilj je olajšati organizmom aerobno razgradnjo onesnaţil. 
Tehnika je omejena na 10–35 cm debelo plast. Cenovno je ugodna, saj ni veliko stroškov z 
monitoringom in vzdrţevanjem, problem pa so njene prostorske zahteve. Kompostiranje 
vključuje dodatek gnoja ali kmetijskih ostankov. To namreč spodbuja razvoj mikrobne 
populacije, ki skupaj z glivami ob povišani temperaturi razgrajujejo onesnaţila, ki so prisotna 
v zemlji (Vidali, 2001). Biokupi so kombinacija teh dveh tehnik in se običajno uporabljajo pri 
tretiranju površinskih kontaminacij z naftnimi ogljikovodiki (Vidali, 2001; von Fahnestock in 
Wickramanayake, 1998). Bioreaktorji se uporabljajo za tretma tako onesnaţene zemlje kot 
vode. Sicer sta v bioreaktorjih stopnja in obseg razgradnje večja kot v prej opisanih sistemih 
ali v sistemih in situ, saj lahko okolje oz. pogoje v tem primeru napovemo in kontroliramo, 
Belko Parkel K. Uporaba glivnih encimov za čiščenje okolja. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
8 
 
zahtevajo pa največ predobdelave (izkop, transport, učinkovita je tudi imobilizacija encimov 
ali mediatorjev) in povzročajo veliko stroškov (Asgher in sod., 2014; Ba in sod., 2013; Gasser 
in sod., 2014; Jahangiri in sod., 2014; Vidali, 2001).  
Izbira primerne tehnike je odvisna od samega kraja onesnaţenja in ciljev, ki jih ţelimo z 
bioremediacijo doseči. Pomembni kriteriji pri izbiri so tip in koncentracija onesnaţila, 
količina onesnaţene zemlje, velikost tretirane površine ter geološki in biološki pogoji. Vse to 
vpliva na uspešnost in stroškovno učinkovitost bioremediacije ter posledično na izbiro 
primernega postopka (Highley in Dashek, 2002).  (Bruce in Palfreyman, 2002).  
3.1 POLICIKLIČNI AROMATSKI OGLJIKOVODIKI (PAH) 
PAH so običajno zelo odporni na mikrobiološko in glivno razgradnjo zaradi njihove slabe 
topnosti in kompleksne strukture, ki je večinoma sestavljena iz dveh ali več zdruţenih 
benzenovih obročev (Antizar-Ladislao in sod., 2004). Obstaja več kot 100 znanih 
policikličnih aromatskih ogljikovodikovih spojin, ki se razlikujejo po fizikalno-kemijskih 
lastnostih. Poudarek je na glavnih šestnajstih, ki jih je ameriška agencija za varstvo okolja 
(US-EPA) na podlagi njihovega znanega škodljivega vpliva na človeka in okolje označila kot 
pomembnejše onesnaţevalce. Med PAH med drugim uvrščamo antracen, fluoren, fenantren, 
tetacen, krizen, piren, pentacen in benzo [a] piren (Sack in Günther, 1993). Encimi vpleteni v 
razgradnjo PAH vključujejo lignin peroksidazo, od mangana odvisno peroksidazo, lakaze in 
citokrom P450. Peroksidaze in lakaze oksidirajo PAH tako, da nastanejo kinoni, ki se nato 
metabolizirajo naprej (Cerniglia in Sutherland, 2010). 
  
Razgradnja je odvisna od molekulske mase PAH. Bolj problematični so predvsem PAH z 
visoko molekulsko maso, saj se lahko upirajo tako biološki kot kemijski razgradnji (Cerniglia 
in Sutherland, 2001). Zaradi njihove hidrofobne narave je njihova biološka dostopnost precej 
slaba, ker se velikokrat veţejo na različne delce v zemlji (Peng in sod., 2008).  
 
Primer substrata s PAH je kreozotno olje, ki se uporablja za impregnacijo ţelezniških pragov. 
Kreozot vsebuje pribliţno 85 % PAH, 10 % fenolnih komponent in 5 % N-, S- in O- 
heterociklov (Mueller in sod., 1989). Pri mikoremediaciji zemlje onesnaţene s kreozotom je 
uspešen predvsem Pleurotus ostreatus, uspešnost pa je odvisna od kompleksnosti strukture 
oz. molekulske mase. Po 7-tedenski inkubaciji P. ostreatus s kreozotom onesnaţene zemlje 
(vsebuje 16 različnih PAH) se je odstotek skupnih PAH zniţal za 86 %, odstotek PAH s tremi 
obroči za 89 %, odstotek PAH s štirimi obroči za 87 % in odstotek PAH s petimi obroči za 
48 % (Eggen, 1999).  
 
Bhat in sod. (2002) so raziskovali sposobnost razgradnje sedmih različnih policikličnih 
aromatskih ogljikovodikov (antracen, benzo[a]antracen, krizen, fluoren, fluoroaten, fenantren 
in piren) z uporabo dveh gliv bele trohnobe, Irpex lacteus in Pleurotus ostreatus. Rezultati so 
pokazali, da je I. lacteus. po štirinajstih dneh inkubacije razgradil visok odstotek (med 13 % 
in 67 %) vseh PAH, razen krizena, P. ostreatus. pa je bil pri tem nekoliko manj uspešen z 
odstotkom razgradnje med 0 in 26 %.  
 
Glive so zelo uspešne pri razgradnji PAH v tekoči kulturi (Cripps in sod., 1990; Morgan in 
sod., 1991), rezultati z dejansko onesnaţeno zemljo pa so običajno nekoliko slabši, saj je treba 
upoštevati še dejavnike, kot so biološka dostopnost (Weissenfels in sod., 1992), kompeticija z 
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naravno mikrofloro in dejstvo, da je deleţ spojin ţe razgrajen. Kljub temu so zaradi 
zunajceličnega delovanja uporabne predvsem v sodelovanju z bakterijskimi vrstami, saj lahko 
napadejo tudi PAH z visoko molekulsko maso (Bhatt in sod., 2002).  
3.2 POLIETILEN 
V tem stoletju je kemijska sinteza polimerov, kot je polietilen, močno narastla, predvsem 
zaradi stabilnosti in uporabnosti produktov (Yamada-Onodera in sod., 2001). Polietilen se 
uporablja v mnogih aplikacijah zaradi njegovih uporabnih fizikalno-kemijskih lastnosti – je 
trajen, lahek, enostaven za obdelavo in inerten, zato je nepogrešljiv v marsikaterem 
industrijskem obratu (Prasad in sod., 1999). Teţave se pojavijo po tem, ko je material 
odsluţen, saj je teţko razgradljiv in onesnaţuje okolje ter moti ekosistem. Prav tako je zelo 
hidrofoben ter ima visoko molekulsko maso, kar oteţuje biološko razgradnjo (Zahra in sod., 
2010). Pogosto je za biološko razgradnjo potrebna predobdelava, npr. z UV-svetlobo. S 
predobdelavo z UV-svetlobo nastanejo karbonilne skupine, ki jih organizem potrebuje za 
začetek razgradnje (Albertsson in sod., 1987; Hueck, 1974; Yamada-Onodera in sod., 2001).  
 
Yamada-Onodera in sod. (2001) so izolirali organizem, Penicillium simplicissimum, ki je 
sposoben rasti na polietilenu in ga uporablja kot vir ogljika za rast. Razgradnja je bila boljša, 
ko so namesto spor uporabili micelij s hifami, saj te prodrejo v matriks polietilena. Natančen 
mehanizem razgradnje še ni preučen, hipotetičen mehanizem pa se nanaša na ligninolitične 
encime, ki jih gliva izloči v matriks. Ti razgradijo polietilen na manjše molekule, ki jih gliva 
nato posrka in uporabi v celičnem metabolizmu.  
 
Zahra in sod. (2010) so prav tako dokazali, da lahko glive uporabijo polietilen kot vir ogljika. 
Rezultati so pokazali, da A. terreus in A. fumigatus lahko uporabita LDPE (ang. low density 
polyethylene) kot vir ogljika, kljub prisotnosti drugih virov.  
3.3 SUROVA NAFTA 
Veliko vezi, ki drţijo rastlinski material skupaj, je podobnih vezem, ki jih najdemo tudi pri 
naftnih proizvodih (dizelsko gorivo, nafta ter tudi določeni herbicidi in pesticidi). Zato so 
encimi, ki se izločijo iz micelija, sposobni razgraditi širok spekter sicer trpeţnih in toksičnih 
kemikalij. Zaradi cepitve vezi med ogljikom in vodikom sta primarna produkta cepitve voda 
in ogljikov dioksid. Pribliţno 50 % organske mase se sprosti kot CO2, 10–20 % pa kot voda 
(Stametes, 2005).  
 
P. Stametes in sod. (2005) so po katastrofi Exxon Valdez preizkusili uspešnost rasti P. 
ostreatus na zemlji, onesnaţeni s surovo nafto. Na štiri kupe onesnaţene zemlje so po plasteh 
dodali micelij substratom, vmes pa onesnaţeno zemljo. V dva kupa so dodali bakterijske 
kulture, eden pa je sluţil kot negativna kontrola. Po štirih tednih je bil kup z micelijem 
drugačne barve (svetlo rjav, prej črn), ni imel več vonja po dizelskem gorivu in po njem so se 
razrastli trosnjaki P. ostreatus. Pri ostalih treh kupih po štirih tednih ni bilo bistvene razlike. 
V gobah, ki so zrasle na prvem kupu, ni bilo zaznavnih ostankov nafte, vendar pa niso 
izmerili vsebnosti teţkih kovin. Primarni stranski produkti so bili voda, ogljikov dioksid in 
biomasa. Zmanjšala se je tudi fizična masa kupa v primerjavi z ostalimi tremi. Kasneje so 
analize pokazale, da so se skupni naftni ogljikovodiki zniţali iz vrednosti 20000 ppm na 200 
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ppm v 8 tednih (Stametes, 2005). Razgradni produkti so tako nestrupeni, ker gre pravzaprav 
le za pospešitev naravnih procesov, sam postopek pa je preprost in ugoden.  
3.4 DDT 
DDT (1,1,1-trikoloro-2,2-bis(4-klorofenil)etan) se je v preteklosti uporabljal kot insekticid. 
Zaradi toksičnosti, hidrofobnosti in bioakumulacije so njegovo uporabo leta 1970 v razvitih 
drţavah prepovedali (Kannan in sod., 1994; Kelce in sod., 1995), v manj razvitih drţavah pa 
ga uporabljajo še danes. Nekatere vrste gliv bele trohnobe so uspešne tudi pri razgradnji 
organskih biocidov, kot je DDT. Phlebia lindtneri in Phlebia brevispora sta v gojišču z malo 
dušika v 21 dneh razgradili 70 in 30 % DDT-ja. Metabolite so analizirali s plinsko 
kromatografijo v kombinaciji z masno spektrometrijo (GC/MS). Obe glivi sta metabolizirali 
DDT v DDD (1,1-dikloro-2,2-bis(4-klorofenil)etan), DDA (2,2-bis(4-klorofenil), ocetno 
kislino) in DBP (4,4-diklorobenzofenon). Poleg tega so pretvorile DDD (ki je prav tako zelo 
toksičen) v DDA in DBP ter DDA v DBP in DBH (4,4-diklorobenzohidrol). Ko so za substrat 
uporabili DBP, so glivne kulture tvorile DBH in še tri hidroksilirane metabolite, ki so jih nato 
inhibirali z dodatkom citokrom P-450 inhibitorja. Ti dve kulturi sta tako razgradili tudi 
DBP/DBH preko hidroksilacije aromatskega obroča (Xiao in sod., 2011). 
3.5 POLIKLORIRANI BIFENILI (PCB) 
Poliklorirani bifenili (ang. polychlorinated biphenyls, PCB) se uporabljajo v raznih 
industrijskih aplikacijah npr. kot hidravlične in dielektrične tekočine ali kot hladilno sredstvo. 
Njihovo neprimerno odstranjevanje povzroča veliko okoljsko onesnaţenost in tveganje za 
ljudi, saj so zaradi hidrofobne narave topni v maščobah (Parkinson in Safe, 1987). Prisotni so 
v zemlji, problematično pa je dejstvo, da lahko vstopijo v prehranjevalno verigo (Grittini in 
sod., 1995).  
 
Razgradnja PCB-jev splošno poteka v dveh stopnjah: aerobni in anaerobni. Prvi korak je 
dehalogenizacija oz. odstranitev klora, ki jo lahko vršijo nekatere glive. Razgradljivost PCB 
se zniţuje s stopnjo kloriranosti bifenilnih obročev, poročali pa so tudi, da lahko pri visoko 
kloriranih PCB-jih pod anaerobnimi pogoji prav tako pride do dehalogenizacije, zato potem 
tvorijo manj klorirane spojine, ki so bolj dovzetne za aerobno razgradnjo (Abramowicz, 1995; 
Furukawa in Fujihara, 2008; Gomes in sod., 2013). Oksidativna razgradnja PCB-jev v aerobni 
stopnji zavzema razgradnjo do klorobenzojske kisline in njeno nadaljnjo razgradnjo (Borja in 
sod., 2005).  
 
Za odstranjevanje PCB-jev je privlačna predvsem tehnika in situ remediacije. Glive bele 
trohnobe lahko dokaj hitro oksidirajo in mineralizirajo tudi PCB-je, ta transformacija pa je 
omejena z biološko dostopnostjo teh spojin v zemlji (Bumpus in sod., 1985). Razgradnjo PCB 
so poročali pri glivah P. chrysosporium, Pleurotus florida (Arısoy, 1998), T. versicolor 
(Johansson in Nyman, 1993), L. tigrinus (Homolka in sod., 1995) in Grifola frondosa (Seto in 
sod., 1999).  
 
Ruiz-Aguilar in sod. (2002) so dokazali, da je razgradnja PCB odvisna od same vrste glive ter 
tudi koncentracije PCB (uporabili so koncentracije 300, 600 in 1800 mg/L). Najbolj uspešna 
pri razgradnji je bila T. versicolor, ki je razgradila 29–70 %, kar 70 % pri začetni 
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koncentraciji 1800 mg/L, medtem ko je P. chrysosporium pri koncentraciji 600 mg/L 
razgradila 73 %, njena uspešnost pa je bila sicer med 34 in 73 %. Tretja testirana gliva je bila 
Lentinula edodes, ki je dosegla 0–33 % razgradnjo v 10 dneh inkubacije. Uporabili so tekočo 
kulturo, kjer je tudi učinkovitost razgradnje večja kot pri trdnih kulturah(Fernandez-Sanchez 
in sod., 2002; Ruiz-Aguilar in sod., 2002).  
4  PREDNOSTI IN SLABOSTI 
Eden večjih okoljskih problemov danes je onesnaţenje zemlje, vode in zraka s toksičnimi 
kemikalijami, ki predstavljajo resno tveganje za okolje in ljudi. Tehnike, ki so trenutno v 
uporabi, so drage, zahtevajo veliko časa, velikokrat pa so tudi neefektivne in lahko generirajo 
toksične razgradne produkte (Grassi in sod., 2011). Uporaba gliv bele trohnobe se je tako 
pokazala kot učinkovita in uporabna alternativna metoda za odstranitev tovrstnih spojin iz 
okolja.  
 
Podobnost med strukturo lignina in strukturo mnogih onesnaţil je glavna lastnost gliv bele 
trohnobe, zaradi katere so privlačne za uporabo pri razgradnji onesnaţil, prisotnih v okolju 
(Paszczynski in Crawford, 1995). Prav tako lahko vzdrţijo v širokem območju okoljskih 
pogojev in imajo lahko pozitiven efekt na rast avtohtonih mikroorganizmov, s katerimi s 
sinergističnim delovanjem še olajšajo razgradnjo onesnaţil (Rodríguez-Couto, 2017). Kljub 
številnim prednostim gliv bele trohnobe pri bioremediaciji pred bakterijami pa se danes še 
vedno dokaj redko uporabljajo na industrijskem nivoju.  
 
Tovrstna tehnologija ima sicer tudi nekaj slabosti, med njimi dolg cikel rasti, zahtevajo 
pogoje z limitirajočim dušikom, niţji pH za optimum delovanja encimov zaradi česar je 
vzdrţevanje gliv bele trohnobe v bioreaktorjih nekoliko problematično. Prav tako se 
pojavljajo določene operativne teţave, kot je tvorba agregatov micelija in obraščanje oz. 
zamašitev elektrod, to pa zahteva odstranitev glivne biomase ţe po kratkem obratovalnem 
času (Sahu, 2014). To so razlogi, da aplikacija gliv bele trohnobe na industrijski ravni ostaja 
tehničen izziv.  
 
Stroški uporabe prostih encimov so še vedno visoki, omejena pa je tudi obnovitev in ponovna 
uporaba encimov po uporabi. Snovi, kot so kovinski ioni, kelatorji, detergenti ali druge snovi, 
prisotne v onesnaţeni zemlji ali vodi, lahko vplivajo na katalitične lastnosti encimov, 
inaktivira pa jih lahko tudi vezava na delce zemlje oz. organske snovi (Ba in sod., 2013; 
Gasser in sod., 2014). To je razlog za omejenost uporabe prostih encimov v raztopini na 
industrijskem nivoju. Te slabosti pa lahko odpravijo različne tehnike imobilizacije encimov 
(Asgher in sod., 2014; Ba in sod., 2013; Gasser in sod., 2014).  
 
Prednosti uporabe gliv bele trohnobe pred bakterijami za namene bioremediacije so naslednje 
(Maloney, 2001):  
 kot vir hranil uporabljajo ugodne in lahko dostopne ligninocelulozne materiale, 
 Tolerirajo relativno visoke koncentracije onesnaţil zaradi zunajceličnega sistema 
razgradnje,  
 zmoţne so preţivetja ob prisotnosti mnogih ksenobiotikov, ki so toksični za 
marsikatere organizme,  
 zmoţne so razgradnje mešanic kemikalij zaradi nespecifičnega mehanizma razgradnje,  
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 tolerirajo širok spekter okoljskih pogojev,  
 stopnja razgradnje oz. biotransformacije je proporcionalna koncentraciji onesnaţil. 
5  ZAKLJUČKI  
Glive bele trohnobe so sposobne učinkovite razgradnje mnogih toksičnih onesnaţil, kot so 
poliaromatski ogljikovodiki, polietilen, nafta in naftni proizvodi, različni insekticidi, PCB, 
PCP in drugi. Razgradnjo omogočajo encimi (lakaze, od mangana odvisne peroksidaze, lignin 
peroksidaze), ki razgrajujejo primarne strukturne komponentne lesa. Lastnost razgradnje 
izvira v nespecifičnosti encimov zaradi podobnosti med strukturo lignina in mnogih 
onesnaţil.  
 
Čiščenje oz. vračanje okolja v prvotno stanje (torej razgradnjo polutantov) z uporabo gliv oz. 
njihovih encimov imenujemo mikoremediacija. Encime lahko uporabimo v bioreaktorju ali pa 
v procesu bioaugmentacije (dodatek kulture v onesnaţeno zemljo za pospešitev razgradnje) 
oz. biostimulacije (dodatek hranil za izboljšanje aktivnosti avtohtonih organizmov).  
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